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論　　文　　の　　要　　旨
　本研究は，豆乳タンパク質の凝固に関わる微生物酵素を発見し，同酵素の酵素化学的諸性質，特
に酵素の基質特異性を明らかにすることを目的として行われた。
　近年，植物タンパク質に対する関心が高まり，大豆タンパク質を食糧とする試みがなされている。
これは，大豆タンパク質の栄養価が高く，さらに不飽和脂肪酸含量が高いことなどによるからであ
り，東洋ではすでに豆腐のような伝統食品として利用されている。しかし，世界的に見て大豆タン
パク質の食糧としての利用率は低い。これは次のような理由によるものと考えられる。すなわち，
　1）大豆独特のflavorをもつ。
　2）大豆タンパク質の回収率が低い。
　3）水に溶けにくい。
　これらの問題点を解決するために，多くの研究者は，温度，pH，イオン強度の変化，また酵素に
よるタンパク質の修飾などによって，大豆タンパク質の水和性，泡沫性，乳化性などを高める試み
を行ってきた。
　近年，福家および毛利らはパイナップルのプロティナーゼ，すなわちブロメラインを用い，大豆
乳，酸沈澱の大豆タンパク質溶液および11Sグロブリン溶液を固め，その性質について報告した。
この酸素で調整した凝固物（カード）は，マイルドなteXt蛆eを持っているが水分含量が高く，また
苦味を生じることが指摘されている。
　このような理由が申請者は，大豆タンパク質から酵素法によって苦味のないカードを製造するこ
とが重要であると考え，これに適した酵素の探索を行った。
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I1微生物の豆乳凝固酵素の生産と諸性質について
　豆乳凝固酵素を生産する数種の微生物を土壌からスクリーニングし，得られたバクテリアについ
ての酵素生産能と酵素の諸性質を調べた。
　一次スクリーニングでは約300株のバクテリアおよび約150株の糸状菌が得られた。
　二次スクリーニングでは70株のバクテリアおよび約60株の糸状菌を選出し，それらの中から三次
スクリーニングでは最終的に3株のバクテリアを選出した。3株の中で凝固活性が高く，かつ酵素
生産が安定しているK－295G－7株を以後の実験に用いた。本株は同定の結果，肋6伽8属であるこ
とが分かり，以後，肋c刎閉sp．K－295G－7と命名した。この酵素で作られたカードは，“旨味”が
あり，苦味や大豆臭はなかった。
　カードはpH5．8～617（65℃，10分反応）および55℃～75℃（pH6．1，10分反応）で形成された。
酵素活性の至適温度は75℃，酵素の安定温度は35℃～50℃であった。また酵素は，30℃，30分処理
で，pH5～7の範囲で無処理酵素の活性の80～100％残存し，pH10．Oでさえ47％の残存活性を示し
た。
n．肋6〃〃∫sp．K－295G－7の豆乳凝固酵素の精製と特性
　豆乳凝固酵素の諸性質を明らかにするために酵素の精製を行った。酵素はセファデックスG－100，
CM一セルロース，ハイドロキシルアパタイト，そして2次セファデックスG－100の各クロマトグラ
フィーにより，pH4．3のポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）で単一バンドとみなされる段階
まで精製された。豆乳凝固酵素は，精製過程において二つの酵素に別れ（酵素亙および酵素n），両
酵素は高い凝固活性を示した。SDS－PAGEによる酵素Iおよび巫の分子量はそれぞれ28，OOOと
29，500，等電点はそれぞれpH9．22および9．45であった。
　両酵素は，Asp，Thr，Ser，G1y，A1a含量が高かったが，Cys含量が低かった。両酵素は，Subti1i－
si双BPN’あるいはSubti1isin　CarlsbergとはThr，Val，ne，Leu含量が異なることから，Subt汕sin
とは異なるものであると考えられる。酵素IおよびHは共にDFP（pH6．1，30℃で15分処理）によ
り失活したことから，セリンプレティナーゼ様酵素であると考えられる。
　分離大豆タンパク質の分解に対する両酵素の至適pHは910であった。酵素工と皿の物理化学的諸
性質および酵素的性質は類似していたが，分解活性に対する凝固活性の比率は，酵素がnがIより
も3倍高かった。
皿．ペプチド基質に対する肋o伽％8sp．K－295G－7凝乳酵素Iおよび巫の基質特異性
　酸化インシュリンB鎖およびその他のペプチド基質などに対する肋o〃眺sp．K－295G－7酵素の
基質特異性について検討した。
　酵素Iは，酸化インシュリンB鎖のG出4）一His（5），Leu（叶Tyr（1⑤，Tyr（1⑤一Leu（1カ，Leu（功一Vo胴，
G1u㈱一Arg（吻，Phe㈱一Tyr㈱，Tyr㈱一Tyr㈱ボンドを切断し，酵素nはG1n（4）一His（5），Glu（13－Ala（ψ，
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Tyr（1⑤一Leu（1つボンドを切断した。酸化インシ耳リンB鎖に対する酵素Iの特異性は，Subti1isin
に類似しているが，酵素1はG1u（1功一A1aωボンドを特異物に切断することから，酵素IおよびSub－
ti1iSinの基質特異性と異なっていた。
　一方，ブロメラインは酸化インシュリンB鎖のArg吻一G1y㈱ボンドを切断することからラ酵素
Iおよびnとは異なる特異性を持っている。以上の結果から酵素巫は，酵素I，Subti1isinおよびブ
ロメラインよりも高い特異性を持っていると考えられる。
　SchetcheζとBergerの㎜㎜beri㎎syste㎜によって，酵素皿を用いて各々のペプチドの切断点を
比較した。G1u，Aspのような酸性アミノ酸がP三およびP4位置に分布し，疏水性アミノ酸がP2位置
に存在する場合，酵素nはペブチド基質を特異的に切断すると考えられる。
工V．大豆グリシニンに対する肋6〃洲spI　K－295G－7凝乳酵素工および皿基質特異性
　大豆タンパク質の主要成分である11Sグロブリンの酸性ポリペプチド（A3）および塩基性ポリペ
プチドに対する酵素工およぴ皿の特異性について検討した。
　酵素工およびnを酸性ポリペプチドに作用させると，酸性ポリペプチドのSDS－PAGEでのバン
ドは，2分以内の処理ではほとんど消失し，分子量16，OOOおよび20，000の新しい分解物を生成した。
更に，酵素nは，28，OOト30，OOOの分子量の分解物を生成するが，これは分解の初期から終期まで
見られることから，酵素IとUの基質分解パターンが異なるものと思われた。酵素Iおよびnの塩
基性ポリペプチドに対する分解パターンは類似していたが，酵素工は瓦よりも基質を早く低分子化
した。
審　　査　　の　　要　　旨
　これ迄に，植物由来のタンパク分解酵素（ブロメライン）が豆乳タンパク質を凝固させることは
知られていたが，本論文は，微生物が同作用をもつ酵素を生産する可能性に着目したが，土壌微生
物が豆乳凝固酵素を分泌することを発見し，独創性に富む。肋6〃〃3sp．K－295G－7の酵素を精製し
た結果，同株は2種類の凝乳酵素を生産することを明らかにし，それらの酵素の酵素化学的・蛋白
化学的諸性質，基質特異性および豆乳蛋白の凝固メカニズム等を解明した研究は極めてすぐれたも
のと云え，今後産業への発展を期待する。
　よって，著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認めた。
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